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1. INTRODUCCIÓN 

El aguamiel es un jugo que se extrae del agave pulquero (Agave atrovirenS), en 
esta planta la inulina es el polisacárido de reserva, por lo tanto de forma natural el 
aguamiel presenta derivados de ésta, a los cuales se les conoce con el nombre de 
fructooligosacárldos (FOS). Estos ollgosacáridos están formados por cadenas de 2 
a 10 unidades de fructosa, o bien pueden presentar una unidad terminal de 
glucosa. Se ha encontrado que estos compuestos tienen potencial preblótico, esto 
quiere decir, que estimulan el crecimiento selectivo de bacterias problóticas en el 
colon del consumidor. Esta selectividad es Importante para la salud debido a que el 
colon es la parte del Intestino donde se tiene la mayor actividad tanto fisiológica 
como endocrlnológica. 

Debe aclararse que este potencial preblótico no es exclusivo de los 
fructooligosacárldos, ya que este efecto se les atribuye a la mayoría de los 
oligosacárldos no digeribles (OND), pero en varias investigaciones se ha 
comprobado que los FOS presentan mayor efectividad con respecto a los otros 
oligosacáridos que se comercializan en el mercado internacional. 

En el presente trabajo el principal objetivo fue caracterizar los FOS (grados de 
polimerización y concentración) presentes en diferentes muestras de aguamiel de 
distintas zonas productoras del país (Milpa Alta, D. F.; Coatepec, Estado de 
México). 



2. RESUMEN 

El aguamiel es un jugo que se extrae principalmente del agave manso (Agave 
atrovirens Kall1'.). En éstas plantas el principal polisacárido de reserva es la inullna, 
el cual es una cadena lineal de hasta 59 unidades de fructosa y una unidad 
terminal de glucosa. Por tal motivo al hidrolizarse la inullna por la acción de 
enzimas nativas y de algunos otros microorganismos (levaduras principalmente); 
se pueden encontrar diversos tipos de fructooligosacáridos (F05) en el aguamiel, y 
por esta misma acción enzimática se pueden Identificar cadenas que están 
compuestas únicamente de fructosa (FOS') o bien que contienen la unidad 
terminal de glucosa (FOS). 

Para ser considerados fructooligosacáridos deben ser cadenas con un grado de 
polimerización de 2 a 10 unidades. 

El análisis de los aguamieles se llevó a cabo usando la cromatografía de 
líquidos de alta eficiencia (HPLC por sus siglas en inglés); para la determinación de 
estos componentes fue necesario: 

l. Seleccionar el métedo adecuado para eliminar la proteína presente en la 
muestra. 

2. Determinar los tiempos de retención (TR) para algunos patrones 
comerciales. 

3. Elaborar curvas de referencia de concentración en función del área obtenida 
en la señal que proporcionan cada uno de los patrones comerciales. 

4. Como en el mercado actual no existe un patrón para cada uno de los FOS, 
fue necesario establecer una técnica que nos permita obtener éstos 
patrones. 

5. Una vez que se obtuvieron experimentalmente los tiempos de retención 
para algunos fructooligosacáridos, se calculó el resto de los TR para teda la 
gama posible de FOS y FOS'. 

6. Se estableció una metedología para calcular las concentraciones de tedos 
los componentes de ros aguamieles. 

Al tener tedas estas herramientas se pudieron analizar los cromatogramas de 
los aguamieles y se encontró que el componente mayoritario en tedos los 
aguamieles es la sacarosa, seguido de la glucosa y fructosa. En cuanto al 
contenido de fructooligosacáridos se observó que los mas comunes son los de 10, 
7, 5, 5', 4', 3, 3' y 2', este último corresponde al disacárido fructosa-fructosa; 
siendo los FOS de 9', 8, 6, 6' y 4 los que se encuentran en un menor número de 
muestras. Estos resultados nos hacen ver que la variedad de FOS que se puede 
encontrar depende de la procedencia de la muestra. 

Las muestras presentaron un rango de 2 a 10 g/L de FOS totales, siendo 6 g/L 
el valor mas común, aunque se encontró una muestra sobresaliente, que presentó 
un contenido total de FOS de 21 g/L. 

.¡ 



3. OBJETIVOS 

3.1. OlllETJVO GENERAL 
caracterizar los aguamieles a fin de determinar el grado de polimerización y 

concentración de los oligofructanos que de forma natural se encuentran en éstos. 

3.2. OlllETJVOS PARTICULARES 
3.2.1. Seleccionar una técnica para desproteínizar los aguamieles sin afectar 

la composición en función de los azúcares presentes. 

3.2.2. Establecer la metodología a seguir para lograr una separación 
apropiada en HPLC de los patrones comerciales de oligofructanos y 
azúcares empleados. 

3.2.3. Determinar la técnica a seguir para lograr contar con los patrones 
necesarios para cuantificar los FOS presentes en las muestras de 
aguamiel. 

3.2.4. Determinar la relación grado de polimerización-tiempo de retención 
que existe. 

3.2.5. Determinar si las muestras de aguamiel representan una fuente de 
prebióticos. 
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4. ANTECEDENTES 

4.1. AGAVES Y AGUAMIEL 
Entre las plantas de uso Integral que se cultivan en México desde la época 

prehispánica, se encuentra el maguey o agave, metl en náhuatl. Existen diferentes 
variedades de agaves que producen aguamiel, entre ellas destaca el maguey 
manso, que es el que más abunda en nuestro país, cuyo nombre cientíFico es 
Agave atrov/rens Karw (ver clasificación botánica en tabla 4.1.). El aguamiel es un 
jugo que se extrae del centro de la planta, que también es llamado meyolote, y 
desde antes de la colonia servía para elaborar miel, vinagre y bebidas fermentadas 
como el pulque. 

Tabla 4.1. Oasificación botánica del 
Agave atrovlrens Karw 

Reino: 1 Vegetal 
Subreino: 1 fanerógamas 

Tipo: 1 angiospermas 
Clase: 1 monocotiledóneas 

Familia: 1 amarilidáceas 
Genero: 1 Agave 
Especie: 1 atrovirens 

Para que una que una planta sea productora de aguamiel, requiere de 10 a 12 
años de crecimiento. Con gran sentido de observación los campesinos reconocen el 
momento previo al surgimiento de la flor, la señal más clara de esto es cuando el 
cogollo (hojas de la planta central de la planta) se adelgaza, a la vez que sus hojas 
exteriores pierden las espinas de sus bordes en su parte Inferior y forman una 
línea continua llamada "hilo'', las pencas exteriores se ven más cercanas al centro 
de la planta y sus extremos se doblan ligeramente hacia esté; simultáneamente las 
púas terminales se hacen más agudas y toman una coloración más obscura, 
especialmente en la punta del cogol/O. La castración se lleva a cabo cortando el 
tallo floral, de ahí que se forma una cavidad en el meyolote. Si el maguey es 
castrado al presentar estas características se dice que se castró "al hilo", cuando la 
castración se lleva a cabo antes, se dice que se capo "gordo". 

Una vez que se castró al maguey, es necesario dejar añejarlo, con el propósito 
de que el tallo de la planta (o mezontete) alcancen su máximo desarrollo, y el 
aguamiel presente un máximo contenido de azúcares. Este añejamiento puede ser 
de 6 a 12 meses, dependiendo de las características del agave, el suelo, el clima y 
de si fue castrado a tiempo o prematuramente. 

Cuando ha pasado el tiempo de maduración se puede empezar la "raspa", que 
consiste en raspar las paredes del meyolote (con lo cual se va ensanchando), para 
que así se libere la supuración de la planta, que es el aguamiel. El aguamiel se 
acumula en la parte baja de la cavidad, se extrae dos veces al día y en ese 
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momento llegan a producirse hasta seis litros al día. El período que permanece en 
proclucción es de 3 a 6 meses. La extracción tradicional se realiza succionando el 
jugo con un guaje largo llamado acocote, que funciona como una pipeta (Barros y 
Buenrostro, 1997a y 1997b; Martínez del Campo, 1999). 

Las cualidades nutritivas del aguamiel son ampliamente reconocidas pues 
provee vitaminas C, D, E y derivados del complejo B, y de carbohidratos (Barros y 
Buenrostro, 1997a). 

Existen pocos estudios sobre la composición exacta del aguamiel, quizá el mas 
antiguo es el de Sánchez y Hope (1953), donde reporta que este jugo contiene un 
polisacárido de fructosa llamado inulina, y otros azucares fermentables, 
predominando la fructosa. Mas recientemente Martínez del Campo (1999) encontró 
que el aguamiel contiene de forma natural fructosa, glucosa y sacarosa libres, así 
como cadenas de fructosa con diferente grado de polimerización y en algunos 
casos hasta inulina, lo cual es razonable ya que es sabido que los agaves 
contienen este polisacárido en distintas partes de la planta (Srinivasan y Bhatia, 
1953). 

4.2. PREBIÓTICOS 
En los últimos años la finalidad de la alimentación esta cambiando. Antes se 

consideraba que solo era esencial alimentarse para la sobrevivencia y la 
satisfacción del hambre, buscando en los alimentos la ausencia de efectos 
adversos en el organismo y el mantenimiento de la salud. Hoy en día se ha 
ampliado el concepto relacionándolo con la promoción de la salud y el bienestar así 
como también con la reducción del riesgo de enfermedades crónicas, relacionadas 
con la alimentación (enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de cáncer, la 
obesidad, etc.). 
Esta nueva filosofía de vida es especialmente importante en la sociedad actual en 
la cual las principales características a destacar son las siguientes: 

" El continuo aumento en la esperanza de vida. 
" El incremento en el costo del cuidado de la salud. 
" El perfeccionamiento constante de la tecnología de la industria 

agroalimentaria. 
" La búsqueda de una mejora en la calidad de vida. 

Por esta razón, cada día tienen más importancia los denominados nutraceúticos 
ó alimentos funcionales, los cuales pueden definirse como una nueva gama de 
alimentos naturales o procesados que, incluidos en las dietas del ser humano, 
favorecen el bienestar físico y mental de las personas (Rivero, 2000). 

Dentro de los alimentos funcionales relacionados con la mejora de la respuesta 
de la función inmune, destacan los ingredientes prebióticos y probióticos. 

La denominación de alimentos funcionales es algo que se dio en los últimos 
años, pero el estudio del beneficio que aportaba el consumo de ciertos alimentos 
se empezó a dar con Elle Metchnikoff en 1907, él realizó lo que se puede 
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considerar como el primer estudio sobre la relación entre la flora intestinal y la 
salud humana, proponiendo en su "Teoría de la longevidad sin envejecimiento", la 
hipótesis de que la longevidad que presentaban algunos campesinos búlgaros y de 
otras zonas mediterráneas de Europa del Este, era consecuencia del consumo 
regular de yogurt como parte de su dieta diaria. Con esto se puede afirmar que 
con Metchnlkoff se da la primera idea de probiótlco, pero el término es usado por 
primera vez en 1964 por Lilly y Stlilwell para describir a sustancias producidas por 
un microorganismo que estimula el crecimiento de otro, esto es, una función 
opuesta a los antibióticos. La palabra fue aplicada posteriormente para referlr.;e a 
extractos de tejidos que estimulaban el crecimiento bacteriano (Spertl, 1971) sin 
embargo, Parker (1974) fue el primero en usar el término probiótico de acuerdo al 
sentido que hoy conocemos, es decir organismos y sustancias que contribuyen al 
balance microbiano en el Intestino (Escalante, 2001; Schrezenmeir y de Vrese, 
2001, Gibson y Fuller, 2000, Fooks y col., 1999). 

En 1989 Fuller redefine el concepto de problótlco como un suplemento de 
organismos vivos los cuales benefician al huésped animal mejorando su balance 
microbiano intestinal. Esta definición enfatiza el requerimiento de viabilidad para 
los problóticos e Introduce el aspecto benéfico para el huésped animal. En 1992 
Havenaar y col. aclaran el término respecto al huésped y el hábitat de la 
microflora, mencionándolo como un mono cultivo o cultivo mixto viable de 
microorganismos, los cuales aplicados a un animal o al hombre afectan 
benéficamente al huésped por el mejoramiento de las propiedades de la microflora 
endógena (Escalante, 2001; Schrezenmeir y de Vrese, 2001, Brady y col., 2000; 
Fuller, 1989) 

Al analizar estas últimas definiciones se puede ver que han quedado fuera de 
ellas las "sustancias" que ayudan al balance microbiano, por tal razón, había que 
englobar a éstas en otra palabra, esto lo hacen Glbson y Roberfroid (1995) al 
introducir el término de prebiótlcos para definir a los "ingredientes alimenticios no 
digeribles que afectan benéficamente al huésped por la estlmulación selectiva del 
crecimiento y/o actividad de una o un grupo limitado de bacterias en el colon, 
mejorando así la salud del huésped" (Schrezenmeir y de Vrese, 2001; Brady y col., 
2000; Fuller, 1989). 

Esto es de suma Importancia para la salud ya que es el colon la parte del 
intestino grueso donde se tiene la mayor actividad tanto fisiológica como 
endocrlnológica (Fooks y col., 1999). 

En la actualidad los principales prebióticos son ollgosacáridos, Industrialmente 
12 diferentes tipos son los de mayor Importancia, cabe destacar que la mayoría de 
ellos no son digeribles por las enzimas del ser humano, por lo que no son 
absorbidos en el intestino delgado y llegan íntegros hasta el colon, donde 
estimulan el crecimiento de la flora intestinal deseable. Se hace una descripción de 
estos oligosacáridos a continuación (Crittenden y Playne, 1996; Gibson y Fuller, 
2000). 

8 
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4.2.1. Tipos de ollgosac:árldos 
Los oligosacáridos son componentes naturales de muchos alimentos, como 

frutas, vegetales, leche y miel. Para ser considerados oligosacáridos la 
International Union of Pure and Applied Chemistry y la International Union of 
Biochemlstry consideran que debe ser una cadena de azúcares con grado de 
polimerización de 2 a 10 unidades (Van Loo y col., 1999). Principalmente en Japón 
y algunos países de Europa estos compuestos adquirieron durante la década de los 
noventas del siglo pasado una gran popularidad debido a sus propiedades 
funcionales en la industria de alimentos y por ser reconocidos como prebióticos. 
Por tal motivo hoy en día se producen Industrialmente 12 clases de oligosacáridos 
(Crittenden y Playne, 1996; Yun J. W., 1996). A continuación se enlistan 11 de 
ellos, con una breve descripción de la forma en que son sintetizados. Se deja para 
la siguiente sección la descripción de los fructooligosacáridos para profundizar un 
poco más en estos ollgosacárldos que fueron el objeto de estudio en este trabajo. 

GALACTOOLIGOSACÁRIDOS 
a-D-Glu-(1-4)-lfl-D-Gal-(1-6)-lo donde n = 2-5 

LACTULOSA 
J3·D-Gal·(1 -4)-¡3-D-Fru 

Transgalactosilaclón 
por p-gaLilctosidasa 
(la<tasa) 

LACTOSA 
P·D-Gal·(t-4)-a·D-Glu 

LACTOSACAROSA 
¡3-0-Gal-( 1-4 )-a-0-Glu-( 1-2)-¡3-0-Fru 

Ag. 4.1. Oligosacálidos manufacturados a partir de lactosa (Gal = galactosa; Glu = glucosa; 
Fru = fructosa) 

l. Galactoollgosacárldos 
El establecimiento de la microflora intestinal en un niño que es amamantado es 
atribuido a la presencia de galactosa contenida en los galactooligosacárldos 
presentes en la leche humana. Por tal motivo la inclusión de estos ollgosacáridos 
ha atraído considerablemente el interés comercial. Son producidos comercialmente 
a partir de la lactosa (Fig. 4.1.) usando la actividad de galactosiltransferasa de la 
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Jl-galactosidasa (EC 3.2.1.23). La producción de galactex>ligosacáridos se garantiza 
al haber un exceso de lactosa en el medio de reacción. 

2. Lactulosa 
Aunque en este caso es un disacárido, se le considera prebiótlco porque es un 
azúcar que no es digerible por los humanos. Al igual que los GOS son producidos a 
partir de la lactosa (Fig. 4.1.), esto se hace por medio de una isomerizaclón 
alcalina, para así convertir la glucosa en fructosa. Actualmente es usada 
predominantemente en la Industria farmacéutica para el control de constipación y 
encefalopatía portosistémica. 

3. Lactosacarosa 
Este es el tercer oligosacárldo bifidogénico que se produce a partir de la lactosa 
(Fig. 4.1. y 4.2.). Este trisacárido se sintetiza uniendo un residuo de fructosa a la 
glucosa de la lactosa en posición P(2-1). Se manufactura a partir de una mezcla de 
lactosa y sacarosa, aprovechando la actividad de transfructosllación de la enzima 
Jl-fructofuranosldasa (EC 3.2.1.26). 

GLICOSIL SACAROSA 
a-0-Gluf 1-4)-a-O-Glu-( 1 ·2)-13-0-Fru 

OLIGOSl\CÁRIOOS DE PALA TINOS/\ 
ia-O-Glu-(1-6)-0-Frul" donde n = 2-4 

1 Slntesis de palatinosa 
con palatinosa sintetasa 

Z Condens.a.ción 
intermolecular 

SACAROSA 
«·0-GJu-( 1-2) ·P·O-Fru 

+LACTOSA 
Transfruct~dón con 
p-fructofuranosidasa 

Ll\CTOSACAROSI\ 
P-0-Gal-( 1-4)-a-0-Glu-(1-2)-p-D-Fru 

Rg. 4.2. Oll~ridos manufacturados a partir de sacarosa (Gal = galactosa; Glu = glucosa; 
Fru = fructosa) 

4. Oligosacárldos de palatinosa (isomaltulosa) 
Estos oligosacáridos de palatlnosa (como se llama comúnmente a la isomaltulosa) 
son producidos a partir de la sacarosa, para esto se emplea a la enzima 
isomaltulosa sintetasa (EC 5.4.99.11) (Fig. 4.2.). Tiene acción prebiótlca siempre y 
cuando se le deshidrate intermolecularmente. 
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5. Gllcosil sacarosa 
Este trlsacárldo es sintetizado enzlmátlcamente (Fig. 4.2.) por la clclomaltodextrlna 
glucanotransferasa (EC 2.4.1.19) a partir de sacarosa y maltosa. Este azúcar es 
susceptible de hidrólisis por las enzimas intestinales, así que su respuesta 
blfidogénlca por el consumo de ésta es poco probable. 

MAL TOOLIGOSACÁRIDOS 
[ct-D-Glu( 1-4)-]n donde n = 2·7 

1. Oesramificación por 
pulunanasa 

ISOMALTOOLIGOSACÁRIDOS 
[ct·D-Glu(1-6)-]ndonden = 2-5 

Conversión a maltosa por 
a...amilasa + P·amilasa 

2. Hidrólisis controlada con a.­
amilasa 

2. Transglucosiladón con a­
glucosidasa 

1. Digestión con pululanasa y a­
amilasa 

2. Transglucosilación con 
glucanotransferasa 

ALMIDÓN 
(amllosa + amilopectlna) 

Hidrólisis enzimática o ácida 
Transglucosilación enzimática 

CICLODEXTRINAS 
fcx.-D-Glu(l-4)-)n dclica, donde n = 6-12 

GENTIOOLIGOSACARIDOS 
[P·D-Glu(1-6)-]n donde n = 2-5 

Rg. 4.3. Oligosacáridos manufacturados a partir de almidón (Glu = glucosa). 
Isomaltooligosacáridos pueden contener algunos enlaces a(l-4) 

6. Maltooligosacáridos 
Estos oligosacáridos están formados por residuos de glucosa unidos en a(l-4). 
Industrialmente se sintetizan usando las enzimas pululanasa (EC 3.2.1.41) e 
isoamllasa (EC 3.2.1.68) y el almidón como sustrato (Fig. 4.3.) obteniéndose 
ollgosacáridos con un grado de polimerización de 2 a 7. Dado que son hldrolizados 
y absorbidos en el Intestino delgado, no se reconoce que estos oligosacárldos 
incrementen el número de blfidobacterias en el colon, pero se ha demostrado en 
algunas Investigaciones que el consumo de maltooligosacárldos con grado de 
polimerización de 4 reduce el número de enterobacterlas en el colon. 

7. Isomaltooligosacáridos 
Estos oligosacáridos si estimulan el crecimiento de las biFldobacterias. Están 
constituidos por 2 a 5 ex-O-glucosas unidas por enlaces gllcosidlcos a(l-4). Se 
sintetizan en 2 etapas (Flg. 4.3.), en la primera el almidón sirve de sustrato para la 
cx-amllasa (EC 3.2.1.1). En la segunda actúan las enzimas p-amilasa (EC 3.2.1.2) y 
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a-glucosldasa (EC 3.2.1.20, que tiene actividad de transglucosldasa) las cuales 
prcxlucen maltosa y los lsomaltoollgosacárldos respectivamente. 

8. Clcloclextrinas 
Son maltooilgosacáridos cíclicos, que presentan uniones cx(l-4), constituidos por 6-
12 unidades de glucosa. Son sintetizados por la digestión con la ciclomaltcxlextrina 
glucanotransferasa (Flg. 4.3.) del almidón. Generalmente se le considera como 
bifidogénico. 

9. Gentiooligosacáridos 
Los gentlooligosacáridos están constituidos por algunos residuos de glucosa unidos 
por enlaces 13(1-6). Son prcxlucldos por transglucosilación enzimática de un jarabe 
de glucosa (Fig. 4.3.). Estos oligosacáridos estimulan el crecimiento de 
bifidobacterias y lactobacllos. 

10.0ligosacárldos de soya 
Al contrario de los casos anteriores, estos no se sintetizan enzimáticamente, si no 
que se extraen directamente de la soya y se concentran en jarabes que contienen 
una mezcla de rafinosa, estaqulosa, sacarosa, glucosa y fructosa. Rafinosa y 
estaqulosa son indigeribles por el Intestino delgado, por lo que llegan al colon 
intactos y ahí tienen actividad preblótica. 

1 
XI LA NO i i XILOOLIGOSACÁRIOOS 1 

H~-Xil-(1-4)-]" donde n > 10 1 Hidrólisis controlada usando""! (~-Xil-(1-4)-J"donde n; 2-9 
endo-1.4-f}-xilanasa '----------'---------~ 

Rg. 4-4. Oligosacáridos manufacturados a partir de xllano (XII ; xllosa). 

11. Xilooligosacáridos 
Son prcxlucidos por la acción controlada de la enzima endo-1,4-13-xilanasa (EC 
3.2.1.8) sobre el polisacárido xilano (que es extraído principalmente de las 
mazorcas de maíz). Este producto se emplea primordialmente en bebidas con 
potencial prebiótico. 

4.2.2. Volúmenes de producción de oligosacáridos 
En la tabla 4.2. se muestran que empresas y en que volumen prcxlucen los 12 

oligosacáridos mencionados anteriormente, es de destacar que los datos mas 
recientes que se pueden encontrar en la literatura datan de 1995. Se puede 
observar que, como se señaló con anterioridad, los principales prcxluctores son 
empresas de países Europeos y Japón. En el caso de la lactulosa, algunas 
empresas no la venden con algún nombre comercial. 
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Galactooligosacáridos 15 ººº 

Lactulosa 20 ººº 

Lactosacarosa 1600 

Fructoollgosacáridos 12 000 

Ollgosacáridos de 
palatinosa 5 000 

_ ____{lsomaltulosa) --
Gllcosil-sacarosa 

4 ººº 
Maltoollgosacáridos 

10 ººº --------

Isomaltoollgosacáridos 
11 ººº 

---- -
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4.2.3. Desarrollo tecnológico en problóticos y prebiót:icos 
En la actualidad se busca que la estabilidad y viabilidad de las cepas probióticas 

que contienen algunos alimentos sea mayor. Por tal motivo se ha estudiado la 
posibilidad de microencapsular las cepas de bifidobacterias en mezclas de alginato­
almidón parcialmente hidrolizado. En este caso el almidón funciona como 
prebiótico sirviendo de <l(imento a la bacteria encapsulada. Esto se ha probado 
principalmente en yogurt y se encontró que por este método las bacterias tienen 
una mayor resistencia al frío (al agregar glicerol durante el encapsulamiento) y una 
mayor supervivencia ya que llevan mas lentamente la producción de ácidos en 
comparación con las células libres. Sin embargo no se encontró evidencia de que 
este método ayudara al aumento de la flora intestinal (Sultana y col., 2000). 

Recientemente se han realizado trabajos de encapsulación usando solo 
almidón, ya sea en su forma natural o algunos tratados física o enzimáticamente. 
La forma más eficiente que se ha encontrado para lograr que un mayor numero de 
microorganismos colonicen el tracto gastrointestinal, es formando microgránulos 
de almidón (diámetros de 50·100 µm) a los cuales se les trata enzimáticamente 
para obtener una estructura porosa, en la cual se puede fijar con mayor facilidad 
los microorganismos probióticos. Pero a su vez la viabilidad de los probióticos en la 
matriz del alimento depende de factores como la temperatura de almacenamiento, 
el pH, los niveles de oxigeno y la presencia de microorganismos competidores o 
inhibidores. Por ultimo cabe señalar que uno de los puntos más importantes que se 
debe cuidar en este tipo de investigaciones es que la incorporación de estos 
microgránulos no confieran sabores indeseables en el producto (Mattila-Sandholm 
y col., 2002). 

4.3. FRUCTOOUGOSACÁRIDOS 
Los fructooligosacáridos (FOS), también conocidos como inulooligosacáridos y 

fructosanos, son cadenas lineales de fructosa (unidas por enlaces P(l-2), que 
pueden o no presentar 1 unidad terminal de glucosa. 

Industrialmente son producidos por dos diferentes procesos enzimáticos: en el 
primero son sintetizados a partir de sacarosa y en el segundo por hidrólisis de la 
inulina (Crittenden y Playne, 1996). 

La inulina es un polifructano componente natural de cerca de 36000 plantas 
alrededor del mundo. Algunas fuentes comunes de este polisacárido son: cebolla, 
ajo, puerro, plátano, espárrago, dalia, alcachofa de Jerusalén y achicoria, siendo 
las 3 últimas las más promisorias, ver tabla 2 (Martínez del campo, 1999; Folleto 
Frutafit, 1998). 

Aunque hoy en día el uso de los FOS este de moda, el dato mas antiguo del 
aprovechamiento de éstos es el registro del Papiro de Ebers (17 siglos a.C.) 
cuando los egipcios los utilizaban para controlar la fiebre. Posteriormente los 
griegos (en el año 100 a.C.) hacían uso de polvo de alcachofa de Jerusalén para 
que les ayudara en la digestión. En el siglo pasado en Estados Unidos, durante la 
guerra civil, se usó como extensor de café, intensificándose este uso durante la 
segunda guerra mundial (Folleto, Frutafit). 

14 



Tabla 4.3. Fuentes de inullna 
Fuente 
cebolla __ _ 

Ajo 
Puerro 
Plátano 

Espárrago 
Alcachofa de Jerusalén 

Achicoria 
Dalia 

Porcentaje en base seca 

º/& de lnulina 
2-6 

9-16 
3-10 

0.3-0.7 
10-15 
15-20 
15-20 
15-20 

4.3.1. Síntesis de FOS usando sacarosa como sustrato 
Se pueden manufacturar a partir de sacarosa, usando la actividad de 

transfructosilación de la p-fructofuranosidasa. Para lograr este efecto se necesita 
una alta concentración inicial de sacarosa. Los oligosacáraridos que se producen 
están unidos mediante enlaces fl(l-2) y tienen una unidad terminal de glucosa. Por 
este método se pueden producir cadenas con un grado máximo de polimerización 
de 5. Este proceso se puede llevar a cabo de 2 diferentes formas: en lotes y en 
continuo (Fig 4.4). El sistema en continuo consiste en inmovilizar en un gel de 
alginato, las células o el extracto enzimático (ya sea de A. Nigero A. pullulanS). Se 
obtiene una mayor estabilidad al atrapar a las células en el gel que al hacer lo 
mismo con la enzima. La esterilización final se lleva a cabo ya sea por calor o con 
luz ultravioleta. (Yun, 1996) 

Dado que en este método de producción de FOS, se libera glucosa y es esta la 
que al alcanzar cierta concentración provoca que haya una inhibición de la 
reacción, Shue y col. (2001) proponen modificaciones para evitar este efecto e 
incrementar el rendimiento; esto lo logran al transformar la glucosa residual en 
ácido glucónico con una mezcla comercial de enzimas (glucosa oxidasa y catalasa) 
y posteriormente se retira del medio de reacción al precipitarlo con caco3 • 

4.3.2. Síntesis de FOS usando inulina como sustrato 
Esta forma de producción de FOS implica una hidrólisis enzimática controlada 

de la inulina, usando solo una exo-inulinasa (EC 3.2.1.26; 13-D-fructofuranosidasa, 
la cual hidroliza a partir de los extremos los enlaces fructosa-fructosa) o en 
cooperación con una endo-inulinasa (EC 3.2.1.7; 13-fructano-fructano-hk:lrolasa, la 
cual actúa en el interior de la cadena hk:lrolizando los enlaces entre fructosa y 
fructosa). la mezcla de FOS obtenida es mas rica en variedad que en el primer 
método, ya que en Ja mezcla puede contener fructooligosacáridos con un grado de 
polimerización de hasta 10 unidades (Crittenden y Playne, 1996; Kim y col., 1997; 
Folleto Frutafit, 1998). 

En busca de un mayor rendimiento en este proceso, algunos investigadores se 
han dado a Ja tarea de encontrar enzimas con acción de endoinulinasa que sean 
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mas resistentes a la Inhibición por prOducto, así como también el encontrar las 
condiciones óptimas para llevar a cabo la hidrólisis del sustrato. Tal es el caso de lo 
reportado por Cho y col. (2001) y Kim y col. (1997) para enzimas obtenidas de 
xanthomonas o¡yzae y Pseudomonas sp. respectivamente. 

0JL TIVO DE CELU..AS 

LLAS 

SOLUCI 

F'R e J/ >!JI -, -¡ t ) ' I "\. / ( J 1 f _....,; 1 'llt >!JI lt ( j( >' I ' f t J' 11 'l t¡ ' 

Ag. 4.4. Esquema de la producción de FOS usando sacarosa como sustrato. 

4.3.3. Beneficios del consumo de FOS 
La influencia que tienen los fructooligosacáridos en el desarrollo de las 

bifidobacterias es mayor que los otros ollgosacáridos no digeribles (OND). Estudios 
experimentales in vitro han demostrado que en el caso de los fructoollgosacáridos 
son metabolizados selectivamente por las bifldobacterla, y que esta fermentación 
selectiva induce una disminución del pH del medio debido a la prOducción de 
grandes cantidades de lactato y acetato que inhiben el crecimiento de E. coti y 
Clostridium y otras bacterias patógenas como Listeria, Shigella o Salmoneila. 
(Bielecka y col., 2002; Fooks y Gibson, 2002; Guigoz y col., 2002; Zubiilaga y col., 
2001). Además de estos efectos, otras propiedades benéficas a la salud son las 
siguientes: 

~SIS CON 
FALLA DE OiiiGEN 
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l. Dado que no son digeribles, pero son edulcorantes, pueden ser 
consumidos por personas diabéticas. 

2. Son no cariogénicos. Ya que no pueden ser consumidos por los 
microorganismos que forman la placa dentobacteriana. 

3. Por ser fibra incrementan la motilidad intestinal, con lo que se reduce el 
tiempo de estancia del bolo fecal en los intestinos. 

4. Producción de ácidos grasos de cadena corta, esto ayuda a la prevención 
del estreñimiento ya que estimula la perístasis Intestinal e Incrementa la 
humedad del bolo fecal debido a la presión osmótica. 

S. Se ha observado que ayudan a disminuir los niveles de colesterol, 
fosfolípldos y triacilglicéridos en sangre, por lo que se reducen los casos 
de enfermedades cardiovasculares. Algunas cepas de lactobacil/us 
acidophll/us asimilan el colesterol presente en el medio, mientras que 
otras parecen tener un papel inhibidor de la absorción de las micelas de 
colesterol a través de la pared intestinal. 

6. Aumento de la absorción de diferentes minerales a nivel intestinal, esto 
ayudado por la disminución del pH, facilitando la absorción de minerales 
como el hierro y el calcio. 

7. Gracias a su fermentación por la flora intestinal disminuyen desórdenes 
gastrointestinales, tales como las úlceras, diarrea por infecciones y la 
Intolerancia a la lactosa (Guigoz y col. 2002; Fooks y Gibson, 2002; 
Losada y Olleros, 2002; Zubillaga y col., 2001; Rivera, 2000; Crittenden 
y Playne, 1996). 

Los posibles mecanismos por los que se llevan a cabo estos efectos se 
describen en la figura 4.5. 

4.3.4. Aplicaciones de los FOS 
Los FOS se emplean entre otros en alimentación como sustituto de grasas y 

modificante de la textura. En concentraciones bajas las soluciones de FOS son 
viscosas, mientras que en concentraciones de 30 ºA>, forman un gel consistente 
similar a los observados en alginatos, carragenatos, etc. Las características del gel 
son dependientes de la temperatura, agitación, longitud de la cadena y 
concentración de FOS. 

Los usos industriales, en alimentación humana y nutrición abarcan la 
sustitución de grasas ('"mayonesas lights'", quesos 'ºbajos en calorías"), reducir el 
contenido calórico (sucedáneos de chocolate), retención de agua (pastelería, 
panificación, embutidos, en productos congelados que después son calentados en 
microondas, en confitería se aplica en los dulces garapiñados), evitar la formación 
de cristales (heladería), para la estabilización de espumas y emulsiones 
(aprovechando el sinergismo que presentan al ser combinados con surfactantes y 
gomas, se emplea esto en la manufactura de margarinas) y en general para 
modificar la textura o cremosidad de algunos alimentos (Fooks y Gibson, 2002; 
Mattila-Sandholm, 2002; Folleto Frutafit). 
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R~ de l'T~Uiboltos x~bcxr.i> 
(ari"W'"IDS~ ndolcs, cte.) 

Rg. 4.5. Posibles mecanismos de la acción de prebiótlcos. El papel fundamental de las 
sustancias prebióticas es el de servir como fuentes de carbono específicas para las 
bacterias probiótlcas. AGCC = ácidos grasos de cadena com (Escalante, 2001). 
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:MX'TOTJOLOGÍ.:A 

5. METODOLOGÍA 

5.1. RECOLECTA Y TRATAMIENTO DEL AGUAMIEL 
La recolección del aguamiel se llevó a cabo de manera tradicional: el 

tlachiquero (como llaman a la persona que colecta el aguamiel) destapó la cavidad 
donde estaba el aguamiel y procedió a extraerlo con el "acocote", que es una 
especie de calabaza alargada y hueca a la que se le han perforado ambos 
extremos, depositándolo en botellas de vidrio (previamente esterilizadas) que se 
transportaron en hielo al laboratorio. 

Se trabajó con muestras provenientes de la delegación Milpa Alta (San Pedro 
Atocpan y San Bartola Chicomulco), Coatepec (Edo. de Mex.) y de varias zonas 
productoras del estado de Hidalgo (Actopan, Tulancingo, Tepeapulco, Meztitlán y 
Pachuca). 

Para conservar íntegramente el aguamiel, al llegar las muestras al laboratorio 
fue necesario hacer un filtrado grueso, a través de algodón, para eliminar materia 
extraña (basura e insectos). Posteriormente se pasteurizaron, dejando calentar el 
autoclave hasta que los vapores de agua se condensaron en la tapa, se 
introdujeron las botellas de aguamiel cerradas, se tapó el autoclave y sin cerrar las 
llaves se pasteurizó por 15 minutos a 85° C. Esto se hizo con el fin de 
desnaturalizar enzimas nativas y matar microorganismos. Finalmente se dividió la 
muestra en frascos de menor volumen que se mantuvieron en congelación hasta 
antes de ser analizadas. 

5.2. ACONDICIONAMIENTO DEL AGUAMIEL 
Dado que el análisis de los aguamieles se llevó a cabo por HPLC, fue necesario 

hacer un acondicionamiento de la muestra. Por tal razón y para evitar que la 
columna empleada se obstruyera, se tuvo que eliminar la proteína que contenían 
los aguamieles. Así que para tal fin, se compararon 3 técnicas diferentes: 

[1] Precipitación con ácido tricloroacético {TCA) al 10 º/o 
[2] Precipitación con sulfato de zinc (ZnSO.) 0.3 M e hidróxido de bario 

(BaOH) 0.3 M 
(3] Ultrafiltración con una membrana de corte de 30 kDa. 

Para comprobar la eficiencia de la eliminación de proteína, se cuantificó ésta, antes 
y después del empleo de las técnicas mencionadas, usando el método de Lowry 
(Lowry y col. 1951). Ver anexo 1 para la descripción completa de estas técnicas. 

5.3. CUANTIFICACIÓN DE FOS 
Los aguamieles desproteínizados se analizaron por medio de cromatografía 

líquida de alta eficiencia (HPLC, LABAUANCE, USA) que contaba con un detector 
de masas (tipo "light scatering", PLS-1000, Polymer Laboratories, USA) para 
identificar los componentes de la muestra y obtener los cromatogramas. Para 
poder analizar estos cromatogramas, primero se determinaron los tiempos de 
retención de los patrones comerciales con que se contaba (fructosa, glucosa, 
sacarosa, rafinosa, estaquiosa y FOS de 10 unidades), después se realizaron 
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curvas de referencia para la relación área-concentración que presentan cada uno 
de estos mismos patrones. 

Además hubo que establecer la técnica que nos permitiera sintetizar los 
patrones de los FOS de 3 a 9 unidades. 

Finalmente la cuantificación de los componentes de las diferentes muestras de 
aguamiel, se llevó a cabo al observar que existe una relación entre las pendientes 
de las ecuaciones de regresión lineal de las curvas de referencia, antes 
mencionadas, de cada patrón comercial que se empleó, con lo cual se pudo 
elucidar las ecuaciones de los FOS de 3 a 9 unidades. 

5.3.1.Condiciones del equipo 
Los aguamieles desproteínizados y todas las soluciones de patrones que se 

inyectaron en el equipo del HPLC fue bajo las siguientes condiciones: 
HPLC: se usaron la precolumna y columna Rezex RNO-Oligosaccharide 
(Phenomenex, USA) a 70° e y 950 psi de presión con agua desionizada 
como fase móvil a un nujo de 0.3 mljmin. 
Detector de masas (PLS-1000): este detector que cuenta con una lámpara 
de tungsteno/halogeno y un detector de fotodiOdo; se usó con un nujo de 
nitrógeno de 1.S SLM y temperaturas en el evaporador y nebulizador de 90° 
e y 110º e respectivamente. 

5.3.2. Patrones para análisis cromatográfico 
Para cuantificar los mono-, di- y oligosacáridos presentes en los aguamieles se 

elaboraron curvas de referencia de los patrones de fructosa, glucosa, sacarosa y 
para los FOS de 3, 4 y 10 unidades se emplearon rafinosa, estaquiosa e inulina HO 
(nombre comercial de un fructooligosacárido de 10 unidades, 9 de fructosa y 1 de 
glucosa) respectivamente. Antes de esto primero fue necesario determinar los 
tiempos de retención y la respuesta que presentan estos patrones en el equipo. 

5.3.2.1. Determinación de tiempos de retención (TR) y respuesta 
de los patrones comerciales 

Se determinaron los tiempos de retención inyectando las siguientes soluciones 
de patrones al HPLC: 

Solución de fructosa (13-0-(-)-fructosa, Sigma Chemical Co., St. Louis 
MO. USA) al 0.5°A> en agua desion1zada. 
Solución de glucosa (13-0-(+)-glucosa, Sigma Chemical Co., St. Louis 
MO. USA) al 0.5°A> en agua desionizada. 
Solución de sacarosa (sacarosa, Sigma Chemical ca., St. Louis MO. 
USA) al 0.5º/o en agua desionizada. 
Solución de rafinosa (rafinosa, OIFCO, USA) al 0.5ºA> en agua 
desionizada. 
Solución de estaqulosa (estaquiosa, a-O-galactosil-u-O-gaiactosll-a.­
O-glucosil-(3-0-fructosa, Sigma Chemical Co., St. Louis MO. USA) al 
0.5% en agua deslonizada. 
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Solución de inulina HD (Frutafit, Imperial Suker, USA) al 0.5ºA> en 
agua deslonlzada. 

Una vez establecidos los tiempos de retención, también se comprobó que la 
respuesta de la señal respecto al área, fuera la misma en mezclas de estos 
patrones que de forma individual. 

5.3.2.2. Elaboración de curvas de referencia de pat:rones 
comerciales 

Para producir las curvas de referencia se prepararon soluciones en Intervalos de 
concentración de 0.01-0.05°A> (P/V) de fructosa, glucosa, estaqulosa, rafinosa e 
lnulina HD. En el caso de la sacarosa fue necesario preparar soluciones en un 
Intervalo de O.Ol-0.7°A>, porque se sabía que los aguamieles pueden presentar una 
alta concentración de este azúcar. Para facilitar el balance de materia, estos 
valores de porcentaje se transformaron en µmol/ml, quedando de la siguiente 
manera: 

Fructosa y glucosa: soluciones de 0.555 a 2.777 µmol/ml. 
Sacarosa: soluciones de 0.292 a 20.467 µmol/ml. 
Estaquiosa: soluciones de 0.198 a 0.992 µmol/mL. 
Rafinosa: soluciones de 0.150 a 0.751 µmol/ml. 
Inulina HD: soluciones de 0.061 a 0.305 µmol/mL. 

5.3.2.3. Elaboración de patrones para los FOS de 3 a 9 unidades 
Se elaboraron patrones de todos los FOS aprovechando el hecho de que la 

inulina HD no es un compuesto 100% puro, ya que contiene un 8.6ºA> de otros 
componentes (el fabricante indica en su ficha técnica que solo son mono y 
disacáridos, pero se sabe por una prueba previa en el HPLC que hay una gran 
variedad de componentes). Para lograr este fin se realizaron los siguientes pasos: 

l. Aislamiento de los componentes de la inulina HD 
2. Verificación del aislamiento 
3. Identificación de los componentes aislados 

5.3.2.3.1. Aislamient:o de los camponent:es de la inulina HD 
·:· Se inyectó una solución de inulina HD al 40º/b en agua desionlzada, para 

obtener un cromatograma y así tener los tiempos de retención (TR) de cada 
una de las señales obtenidas. 

•:O Nuevamente se inyectó esta solución, solo que en esa ocasión la muestra 
no se hizo pasar por el detector de masas, sino que se colectaba, 
programando el equipo para cambiar de vial cada 30 segundos, por lo que 
se obtenían volúmenes de 150 µL por fracción. 

5.3.2.3.2. Verificación del aislamient:o 
•:• Como se contaba con el dato del TR para cada señal, se escogieron la o las 

fracciones en donde pudiera estar el componente que se deseaba. Para 
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comprobar esto se inyectaron 30 µL de Ja muestra. Por ejemplo, si del 
cromatograma se obtenía un tiempo de retención de 23.2 minutos para 
alguna señal, este debía encontrarse en Ja fracción 46. 

5.3.2.3.3. Identificación de los componentes aislados 
.;. Comprobando el aislamiento del componente, se hidrofizaba Ja muestra con 

10 µL de lnuflnasa (producida en el laboratorio de Kluyveromyr:es mandanus 
CDBL278, según Cruz-Guerrero y col., 1995) en un baño de temperatura 
controlada a 50° e durante 1 hora. 

•!• Se filtró el hldrolizado con membrana de corte de 30 KDa (Pall USA), 
ejerciendo la presión en los tubos con membrana mediante centrifUgación a 
5000 r.p.m. por 15 min a una temperatura de 4ºC, para eliminar la enzima 
agregada. Se tuvo el cuidado de registrar el volumen que se centrífuga y el 
volumen final. 

·:· El filtrado obtenido se inyectó en el HPLC, y del cromatograma obtenido se 
calculó el grado de polimerización del FOS, por la relación fructosa:glucosa. 

5.3.2.4. Deb!rminación de los tiempos de retención para la b>da 
la gama posible de FOS 

Ya que la técnica para determinar a que grado de polimerización tuvo sus 
limltantes, los tiempos de retención para teda la posible gama de FOS y FOS' se 
determinaron por separado a partir de graficar Jos tiempos de retención 
experimentales como función del grado de polimerización al interpolar en la 
ecuación que resultó de calcular una regresión logarítmica. 

5.3.2.5. Elaboración de curvas de referencia de patrones para los 
F05 de 3 a 9 unidades 

Para poder cuantificar tedas los FOS, se graficaron las pendientes (m) de las 
ecuaciones de regresión lineal de las curvas de referencia de los 5 estándares 
comerciales empleados en función del peso molecular. Al obtener una aceptable 
correlación, se procedió a interpolar dentro de la curva Jos nuevos valores de 
pendiente para los patrones comerciales y los F05 sintetizados en el laboratorio. 
La forma de comprobar que este medelo propuesto funciona correctamente fue 
inyectando concentraciones conocidas de diferentes patrones y calculando el valor 
de concentración usando las ecuaciones que originalmente se tenían para cada 
patrón y a su vez con los nuevos valores de pendiente, obtenidos de Ja gráfica de 
pendientes en función de Jos pesos moleculares. 

5.3.2.6. Análisis de cromatogramas 
Una vez que se contó con todos estos datos (tiempos de retención, ecuaciones 

para calcular concentraciones), se cuantificaron los FOS presentes en cada 
muestra de aguamiel. El análisis de los cromatogramas empezó por establecer que 
señal correspondía a que FOS, mono- o disacárido. Después con ayuda de fas 
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pendientes que se calcularon en la sección anterior, se determinaron las 
concentraciones que representaban estos componentes. 

5.3.2.6.1. Determinación del grado de polimerización 
Dado que los cromatogramas de los aguamieles presentaron un mayor número 

de señales, se concentró algunas muestras por ultrafiltración y se siguió la 
metodología descrita en 5.3.2.1. para determinar el grado de polimerización de 
algunos compuestos que se pudieron aislar. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1. MUESTRAS DE AGUAMIELES 
Se trabajó con muestras de aguamieles colectadas en algunas zonas 

productoras de diferentes estados de la República Mexicana; en la tabla 6.1. se 
describen con detalle algunos datos de la colecta. 

Tabla 6.1. Oescri ón del ori en de las muestras de a uamiel 
Estado Poblado DalDs-de colecta 

6.2. SELECCIÓN DE LA TÉCNICA PARA DESPROTEINIZAR LOS 
AGUAMIELES 

Se compararon las siguientes técnicas para eliminar la proteína presente en las 
muestras de aguamiel: 

1. Precipitación con ácido tricloroacético (TCA) al 10%, 
2. Precipitación con BaOH 0.3 M y ZnS04 0.3 M 
3. Ultrafiltración con membrana. 

Para la selección se cotejaron los datos de proteína residual para cada técnica 
con los datos de proteína inicial en la correspondiente muestra (ver tabla 6.2.). 
Como se puede observar tenemos dos técnicas que eliminan con eFiciencia la 
proteína; estas son: la precipitación con BaOH y Zn504 y la ultrafiltración con 
membrana que dejan solo de un 4 a SºA> de proteína residual. Para decidir de entre 
una de estas técnicas fue necesario inyectar las muestras desproteínizadas al 
HPLC. 

Tabla 6.2. Cuantificación de 
Promna lnldal 

~M~uestra~~¡--~~-~~-~-'-~--'=o'~~'----'-+"'~-""'='-!.J..~o.:=~~~-.=:"'"'""""'-'---' 
1 8008 
2 7_662 



··-------------

Al cotejar los cromatogramas obtenidos se encontró que los aguamieles a los 
que se les eliminó la proteína por precipitación presentan una menor área (ver 
tabla 6.3) en las señales obtenidas en comparación con los obtenidos en los 
cromatogramas de las muestras a las que se ultraflltró; esta menor respuesta es 
entendible ya que la técnica de precipitación conlleva la dilución de la muestra, 
pero se encontró que también se obtenían un menor numero de señales así que 
se decidió no ajustar las áreas de acuerdo a la dilución que se llevo a cabo (ver 
cromatogramas figuras 6.la. y b). 

A continuación se anexa la información que se extrae de los cromatogramas 
antes mencionados, los tiempos de retención (TR) y las áreas de las señales 
obtenidas, se puede observar que en el cromatograma obtenido de una muestra 
ultraflltrada se aprecian un mayor numero de señales y con una mayor respuesta 
en área, esto es fácilmente apreciable al comparar el área total. 

Por tal motivo se decidió que la técnica más apropiada para eliminar la proteína 
de las muestras era la ultraflltración con membranas de corte de 30 kDa. 

del aguamiel de Tulanclngo, tratado con 

Tratado ultraflltracidn 
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6.3. PATRONES COMERCIALES PARA ANÁUSIS CROMATOGRÁFICO 
Para analizar los cromatogramas de las muestras de aguamiel, fue necesario 

hacerlo de forma indirecta, al comparar los tiempos de retención de ras señales 
obtenidas de los aguamieles con los de patrones comerciales y los aislados en el 
laboratorio. Para ello se inició por determinar los tiempos de retención para los 
patrones comerciales. 

6.3.1. Determinación de los TR y respuesta para los patrones 
comerciales 

Se utilizaron patrones comerciales de fructosa, glucosa, sacarosa, rafinosa, 
estaquiosa e inulina HD. Inicialmente se inyectaron soluciones de cada uno de 
estos compuestos para obtener su tiempo de retención, obteniendo 
cromatogramas como el de la figura 6.2a. Posteriormente se inyectó una mezcla 
de fructosa, glucosa, sacarosa, rafinosa y estaquiosa, excluyéndose a la inulina HD 
porque como ya se mencionó (sección 5.3.2.3) este patrón no es un compuesto 
100º/o puro ya que contiene un 8.6% de otros componentes (fig. 6.3), 
observándose que la presencia de otros compuestos no Influye en el tiempo de 
retención que se obtiene cuando se inyectó a cada compuesto por separado (fig. 
6.2b). 
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6.2b. 

10960 

~ 8220 
> o 
¡; 
~ 5480 

2740 

O.O 

"' '11 

10.0 20.0 30.0 

Minutes 

.., 
"' '11 ~ 
'11 : "' : : 

o o o 
e 

-~ 

40.0 50.0 

Fig. 6.2. a y b. Se obseiva como el tiempo de retención no vana para un patrón cuando esta 
solo o cuando esta en una mezcla. 

Como se puede observar, las condiciones del equipo nos permiten tener una 
buena separación de las señales para cada patrón empleado; se puede asumir con 
esto que la columna empleada separa por exclusión molecular, es decir, deja eluir 
primero los compuestos de mayor tamaño y al último los de menor. Esto se ve 
claramente con los tiempos de retención que presentan la fructosa y la glucosa, 
que aunque son Isómeros, eluyen en diferente tiempo porque la molécula de 
fructosa por su estructura de furanosa es de un menor tamaño con respecto a la 
de glucosa, que es una piranosa. 

Al elaborar la solución con la mezcla de patrones se cuidó que éstos tuvieran la 
misma concentración en la que estaban en la solución individual, para corroborar 
que el área Individual o en mezcla no variara. 

Por otro lado, el hecho de que la inulina HD, que fue nuestro patrón para un 
FOS de 10 (con unidad terminal de glucosa), presente una variedad de 
compuestos, es un hecho que sería de suma importancia mas adelante en esta 
investigación (ver fig. 6.3.) 

Finalmente se debe señalar que los tiempos de retención que se obtienen en 
cada cromatograma pueden variar hasta unos 0.5 minutos, y en promedio los TR 
para los patrones comerciales con los que se trabajó se muestran en la tabla 6.4. 
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Tabla 6.4. Tiempos de retención de los patrones comerciales: 
Compuesto Tiempo de retenciónº (minutos) 

Fructosa 47.5 
Glucosa 43.8 

Sacarosa 35.9 
Rafinosa 31.06 

Estaqulosa 25.54 
Jnulina HD 13.4 

•estos valol"es son prc>med~. puede haber una variación 
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Flg. 6.3. Inulina HD y variedad de compuestos que presenta. 

6.3.2. Elaboración de las curvas de referencia de los patrones 
comerciales 

Para poder cuantificar la concentración de los componentes del aguamiel fue 
necesario elaborar curvas de referencia para los patrones empleados. Lo primero 
que se pudo examinar fue que el área obtenida para cada patrón dependía de la 
concentración de éste, esto de una fonna lógica ya que al aumentar la 
concentración aumenta el área obtenida. Lo segundo que se ve es que compuestos 
que son isómeros al parecer tienen la miS111a respuesta en área a una misma 
concentración, como fue en el caso de fructosa y glucosa (véase tabla 6.5.), por lo 
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cual se puede trabajar con una misma curva de referencia para estos dos 
compuestos. 

Tabla 6.5. Áreas obtenidas oara diferentes concentraciones de fructosa v olucosa. 
. ..;·~··/ 

0.1 2550.18 1 2736.84 
1----------=o~.2=-- 522~~~L 1 s2:1--'1~.3='5=------i 

0.3 7389.89 -+----- 7660.95 --

g:; ~~n~:~L __ =t=_~~]s~-
·Los datos que se reportan son un promedio ya que las soluciones se inyectaron por triplicado obteniendo una 

o máxima dc.!1.56 

De Igual manera que con fructosa y glucosa, se obtuvieron las áreas a 
diferentes concentraciones para los demás patrones, y al contar con estas serles 
de datos se procedió a elaborar las curvas de referencia (ver tabla 6.6.) 

Tabla 6.6. Ecuaciones y factores de correlación de las curvas de referencia de los patrones 
comerciales 

~ct_<>.~_y_gi'!!'~---i--'L.:- 6093.lx -__!_268.9;-r _____ 0.9811 
¡----_Saca_~--- ___________ y_==_?.4_91,~~)(_-_1~_,_32_ __ , _________ Q.9998 ____ --< 

E~----~~~u~_--:-:=-:::--:_-::-¡=-=-~;J-~~~-t-g~-:17~~ _j_ ----g-:-i~-;--
___ Iri_L!!ina HD _____ =r::____y_=:_?_D328)( __ + _ _1_!>_325=------ _o_,~_?=9-=-"-1--------< 

Donde las concentraciones (mg/ml) son las abscisas y el área (rTUTl2} son las ordenadas 

Como se puede ver los factores de correlación que se obtuvieron nos muestran 
que la relación que hay entre concentración y área es prácticamente lineal. Las 
ecuaciones de las curvas se obtuvieron por regresión lineal y al examinarlas se 
observa que a no ser por la raflnosa, se podría afirmar que al ir aumentando el 
grado de polimerización aumenta también la pendiente, tal comportamiento no se 
presenta tan claro en las ordenadas al origen como en el caso de las pendientes. 

6.3.3. Patrones para los FOS de 3 a 9 unidades 
Como se hizo notar en la sección 6.3.1, la inulina HD presenta además del FOS 

de 10 unidades otros compuestos, siendo las 3 últimas señales las 
correspondientes a sacarosa, glucosa y fructosa respectivamente, así que este 
hecho se aprovechó para aislar los componentes que corresponden a estos 
compuestos y así determinar los tiempos de retención para los FOS de 3 a 9 
unidades. Como ya se mencionó en la metodología, se realizó primero la inyección 
de una solución saturada de inulina HD (al 400/o y en caliente para que la solución 
estuviera cristalina y completamente disuelta la lnulina); el resultado obtenido se 
muestra en la figura 6.4. 
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Después de obtener este cromatograma se procedió a hacer una colecta de la 
muestra, seccionando esta corrida cromatográflca en fracciones de 150 µL, que se 
colectaban cada 0.5 min (30 segundos) en tubos numerados del 1 al 100. Así por 
ejemplo, el componente que aparece en 26.79 min, podía estar en los tubos 52 a 
54, por lo que hubo que inyectar un poco de muestra (20 µL) a fin de determinar 
si solo estaba en un tubo o repartido en varios, de esta forma se aseguraba la 
localización del componente y se procedía a su hidrólisis. una vez que se analizó el 
cromatograma obtenido de la hidrólisis, se calculó la relación de áreas que hay 
entre glucosa y fructosa, de dicha relación se determinó el grado de polimerización 
del compuesto que generó esa señal. 
Un ejemplo de los cromatogramas de la fracción colectada y de su posterior 
hidrólisis se muestran en los cromatogramas de las figuras 6.5. a y b. Se observa 
como se obtiene solamente fructosa y glucosa de la hidrólisis del componente 
aislado en este caso en el tubo 53, el cual tiene un tiempo de retención de 26.79 
minutos. 
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6.5b. 
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Rg. 6.5. a y b. En el cromatograma '"'a" se muestra la idenbficación de un componente aislado 
durante la colecta. Y en "b" se muestra como al hidrolizarfo se obtiene solo fructosa y glucosa. 

Después de analizar los cromatogramas de las figuras 6.5. se obtuvieron los 
datos de área de estas señales, y al calcular la relación fructosa:glucosa se logró 
determinar la longitud de este compuesto. 

Tabla 6.7. Datos ra calcular la relación fructosa: lucosa F:G 

Cromatograma 6.5a. / 26·79 954.37 
1------------- ___ -~z,_4§_{f!uctosa) ________ 300.47~

3 
Cromatograma 6.5b. : 44.49 (glucosa) 662.42 ____________ __ l _ -~~3_?_(fructosa) __________ 2315,]Q__ 

l. Relación r F:G = (2315.30-300.47)/662.42 = 3.041 
____________ _ __ : ___ _p_cir:_ lo tanto se trata de un FOS de 4 unidades. 

Cuando se inyectaba la muestra hidrolizada, se eliminaba la enzima que llevó a 
cabo la hidrólisis, por lo que se ultrafiltró un volumen de la reacción. Para llevar a 
cabo el cálculo de la relación fructosa:glucosa es necesario hacer la consideración 
de que al Inicio de la hidrólisis en el medio de reacción ya existía una cantidad de 
fructosa, por lo que esta se resta a la fructosa final que se obtiene en el 
cromatograma de la fig. 6.5b. 

De esta forma se realizó el análisis de algunos componentes que estaban 
presentes en la inullna HD, encontrando que también hay señales producidas por 
fructooligosacáridos compuestos únicamente de fructosa; a estos de les denominó 
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como FOS', para diferenciarlos de los que tienen una unidad de glucosa terminal. 
Los cromatogramas de las figuras 6.6a. y 6.6b. muestran como se encontró la 
composición de estos FOS'. El grado de polimerización en estos casos se determinó 
por el tiempo de retención que presenta y por la longitud de cadena de los 
compuestos que eluyeron antes y después que el componente en estudio. Por 
ejemplo, en los cromatogramas que se muestran enseguida, se determinó que 
corresponde a un FOS 5', porque eluye entre un FOS de 4 (ver tabla 6.7) y uno de 
6. 

6.6a. 
10760 

10395 

10010 

00 5.0 10 o 

G.Gb.22840 

19965 

17130 

~ 14275 
~ 

11420 

o.o 10.0 

15.0 20.0 
Minutes 

20.0 

Minutes 

25.0 30.0 

300 

35.0 400 45.0 

EE 

40 o se 

Flg. 6.6. a y b. El cromatograma de la figura 6.Gb comprueba que el componente que se 
hidrolizó (flg. 5.6a) esta fonnado solo por unidades de fructosa, puesto que se obtiene solo 
fructosa en su hidrólisis. 
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Al finalizar el análisis de la colecta se pudo determinar el grado de 
polimerización (GP) para algunos de los componentes que se obtienen de la 
inyección de inulina HD al 40°A> (ver tabla 6.8 y Fig. 6.4). 

Tabla 6.8. Determinación del grado de polimerización de algunos compuestos encontrados 
en la inulina HO. 

~~l~el ~n .·GP~~ 
' ~---- -- 13.133 : 10 1 

2 17.223 ' 8 1 
---4--_:::-__ --~19.527 1 7' ~ 

r----- ~ -=-=~· =- ?\~'iiz___J_ __ _l __ 
' 7 26.79 ' 4 
r_:-.:-:::~-:--!f=~:~ --~=16371 2_l~.,-i:::=J 

TR • = tiempo de retención 
Gp•• = grado de polimerización 

Una vez que se tuvieron estos datos, se calcularon el resto de los tiempos de 
retención para toda la gama de FOS que pudieron encontrarse (FOS de 3 a 10 y de 
3' a 10'); esto se realizó al obtener una regresión logarítmica de los datos de GP en 
función del TR de los componentes que se Identificaron; es de resaltar que solo se 
ocuparon los TR de los compuestos que presentaron una unidad terminal de 
glucosa, incluyendo por tal razón a la sacarosa. Se optó por una regresión 
logarítmica porque nos presentaba un mejor factor de correlación (Ec. 6.1). 

Del mismo modo se realizó una regresión logarítmica para los datos de los 
FOS', obteniéndose como resultado la ecuación 6.2. 

y = -13.828Ln(x) + 45.734 

y = -14.539Ln(x) + 47 .424 

con R = 0.9984 

con R = 0.9996 

(Ec. 6.1.) 

(Ec. 6.2.) 

Una vez que se obtuvieron estas dos ecuaciones se calcularon los tiempos de 
retención para toda la posible gama de FOS (ver tabla 6.9.) 
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Al revisar los resultados se encontró que los tiempos de retención están muy 
cercanos en los casos de FOS de 10, 10', 9 y 9'. En el caso de los FOS de 10 y 10' 
se estableció la diferencia entre estos al tener de guía al TR que presentó la inulina 
HD (patrón para FOS de 10 unidades) que fue de 13.4 minutos; de esta forma se 
pudo diferenciar un fructooligosacárido con unidad terminal de glucosa de uno 
compuesto solo de unidades de fructosa. 

Por otro lado, los demás FOS no presentan este problema, pues como se ve 
desde los tiempos de retención de los patrones, entre menor es el grado de 
polimerización de la cadena los compuestos eluyen con una mayor separación en 
tiempo. 

6.3.4. Elaboración de curvas de referencia para FOS de 3 a 9 
unidades 

Una vez que se contaban con los datos de tiempo de retención para tocia la 
gama posible de FOS era necesario contar con una herramienta que nos permitiera 
el cuantificar éstos. Como se había mencionado en la sección 6.3.2., al analizar las 
ecuaciones de regresión lineal de las curvas de referencia, se observa que existe 
una tendencia de ir aumentando la pendiente conforme aumenta el grado de 
polimerización, así que de éste modo se graficaron las pendientes de diehas 
ecuaciones contra el grado de polimerización (ver tabla 6.10) encontrándose una 
buena correspondencia lineal. 

Se trato del mismo modo establecer una relación para las ordenadas al origen 
de estas mismas ecuaciones, pero en este caso no se obtuvieron resultados 
satisfactorios. 

Tabla 6.10. Datos para la obtención de la ecuación que nos relaciona 
dientes contra rada de limerización 

. l,"atrones Grado de 
i..-tZadón 

'Pendiente .. 

~ 
__ _Frug~_y_gLuc~--t ____ . __ 1 ____ ---~~i:~-------

-=-= -_--=¡:-~_Ras_ta~.'l"¡,u:sa_0sa,.-º"·sa-__ = . ==1_=--_- -_ ·.-.:_=_=.4~.-:. . -----9646.i- ·---· ----- :=--· 9264.6.:,:-_:::.:.:~ 
Inulina HD 10 20328 - - . -- - --f-F~%f~~DNE ___ ...pr = 1166.9x + 5206.B 

i.C:9~RJ=-~f.1.QN (f3.)_[__~144 

Con la ecuación de esta curva de referencia, se recalcularon las pendientes 
para tocios los componentes en estudio. Los resultados que se obtuvieron se 
muestran en la tabla 6.11. Se marcan de forma general los FOS, sin importar si 
son FOS' o no, aprovechando el hecho de que los isómeros presentan una misma 
respuesta de área para una concentración dada, hecho que se observó entre la 
glucosa y la fructosa. Este hecho se comprobó también cuando se realizaron 
pruebas de la efectividad de estas pendientes recalculadas; esto se hizo al contar 

37 



__ 'Ig·s·ULT.'A:DOS l/ 'DISCUSió:"í 

con unas áreas para concentraciones conocidas de los diferentes patrones usados 
(glucosa, sacarosa, rafinosa, estaqulosa e inulina HD) y con ayuda de las 
ecuaciones de regresión lineal de las respectivas curvas de referencia y las 
pendientes recalculadas, se obtuvieron las concentraciones a las que 
correspondían dichas áreas. Lo que se encontró es que entre los valores que se 
obtienen de las ecuaciones de las curvas de referencia y los que se calculan con 
las pendientes recalculadas, existe un máximo de 4ºA> de diferencia, lo cual nos 
demostró que las pendientes que se recalcularon eran una buena herramienta en 
el cálculo de las concentraciones. 

Tabla 6.11. Pendientes recalculadas ra todos los com uestos en estudio. 
- ' COMPUESTO PENDIENTC 

Con estas nuevas pendientes fue posible calcular la concentración en la que se 
presentaron los componentes de los aguamieles. 

6.4. Análisis de aguamieles 
una vez que se contaba con todas las herramientas necesarias para identificar 

y cuantificar las señales que se obtuvieran en los cromatogramas de los 
aguamieles, se pudo dar inicio al análisis de estos. 

Para esto se inyectaron las muestras desproteínizadas por medio de 
ultrafiltración, se integraron las señales obtenidas para contar con los tiempos de 
retención y las áreas. Una vez que se contó con esos datos, se compararon con los 
tiempos de retención que se establecieron para toda la gama de FOS, se 
identificaba a que FOS correspondía cada señal y se seleccionaba la pendiente 
recalculada (de la sección anterior) correspondiente para realizar el calculo de la 
concentración para estos componentes; un ejemplo de esto se muestra en la tabla 
6.12. 
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*Total de FOS, es la suma de todos los componentes encontrados en la muestra exceptuando la sacarosa, 
glucosa y fructosa 

Al analizar Jos resultados para este aguamiel se ve que no existe en él toda la 
gama de FOS, pero el que se encuentra en mas alta concentración es el de 7. 
Viendo las concentraciones de sacarosa, glucosa y fructosa nos damos cuenta que 
estas son prácticamente el 90ºA> del total de los componentes. Otro hecho que se 
debe resaltar, es que en este aguamiel se encontró una señal en el minuto 38.94, 
por lo cual se realizó una concentración de la muestra de aguamiel para realizar 
una colecta, igual que se realizó para los componentes de la lnullna HD (ver 
secciones 5.3.2.3.1 a la 5.3.2.3.3.), encontrándose que esta compuesto por dos 
unidades de fructosa, por tal razón la concentración que se calcula, usando Ja 
pendiente recalculada para Jos dimeros, se le suma al total de Jos FOS. 

La suma de este disacárido, al que también podemos llamar FOS 2', es por la 
definición de oligosacáridos que dan Ja Internatlonal Unlon of Pure and Applled 
chemlstry y la International Union of Biochemistry, las cuales consideran a éstos 
como cadenas de azúcares con un grado de polimerización de 2 a 10 unidades 
(Van Looy col., 1999). Además en Ja bibliografía consultada (Cho y col., 2001; 
Shue y col., 2001; Klm y col., 1997; Yun J. W., 1996) se encontró que en la 
producción de FOS, ya sea por hidrólisis de inulina o slntesis de estos a partir de 
sacarosa (ver sección 4.3.), puede existir Ja formación de este dímero de fructosa y 
de otros FOS con diferente grado de polimerización. Además en los reportes 
también encontramos que (Bielecka y Majkowska, 2002; Fooks y Gibson, 2002; 
Guigoz y col., 2002; Zubillaga y col., 2001) cuando se hacen estudios de la 
eficiencia de los FOS como prebióticos se utilizan FOS de marcas comerciales, 
señalando en algunos casos el proceso por el cual se sintetizaron, pero nunca se 
hace Ja referencia de que se usen solo FOS con cierto grado de polimerización, sin 
embargo en algunas investigaciones se hace una comparación de estos FOS con 
algunos otros azúcares, entre ellos Ja sacarosa, dando como resultado que ésta no 
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tiene ningún efecto preblótico. Por estos motivos es que se considera a este 
disacárido y no a la sacarosa en el total de FOS con potencial preblótico 
encontrados en el aguamiel. 

Para poder comparar entre los aguamieles se dividieron en dos grupos. En el 
primero se Incluyen los aguamieles de Milpa Alta, Coatepec, Tepeapulco y las dos 
muestras de Tulanclngo. En el segundo grupo están el resto de los aguamieles del 
estado de Hidalgo. Los resultados obtenidos se muestran en las gráf"ocas 6.1. y 6.2. 
En el grupo 1 se tiene que el FOS que mas aparece en los componentes es el de 
10, que en los aguamieles del estado de Hidalgo y la muestra de Coatepec no 
existen FOS de 9', 8 y 8', y de manera contraria el dímero de fructosa se presenta 
en estos y no se encuentra presente en las muestras de Milpa Alta. 

Analizando el grupo 2 se observa que el disacárido F-F se encuentra presente 
en todas las muestras del estado de Hidalgo así como también los FOS de 10, 5' y 
3. En este grupo no se encuentran FOS de 9' y 8. y prácticamente se carece 
también de los FOS de 10' y de 4 (ver tabla 6.14) 

Finalmente, al analizar en conjunto todas las muestras se observa que ninguno 
cuenta con toda la gama de FOS, como ya se había mencionado anteriormente, los 
aguamieles del estado de Hidalgo no contienen FOS de 8' ni de 9, pero los mas 
abundantes en concentración y frecuencia de contenido son los FOS de 10, 7, 5, 
S', 4', 3, 3' y el dímero de fructosa. Al comparar esto con los otros 3 aguamieles 
con que se contaba (dos de Milpa Alta y otro de Coatepec, Edo. Mex.), se ve que 
los FOS que se encuentran con mayor frecuencia son los de 10, 7 y 3 unidades. 

Sin embargo Individualmente las muestras que presenta la mayor diversidad de 
contenido de FOS son la de San Pedro Atocpan, Milpa Alta, y la registrada como 
Hidalgo IV, esto se aprecia fácilmente en la grafica 6.3., donde se presentan el 
porcentaje que representa cada fructooligosacárido en el total de FOS que 
contiene cada muestra. 

La variabilidad que hay en cuanto a la presencia o ausencia de algunos FOS se 
puede atribuir al tipo de enzimas endógenas y exógenas que se presenten en la 
planta de donde proviene la muestra; de la misma forma se puede afirmar que el 
tipo de clima y la altura son factores que influyen en el contenido y variedad de 
FOS encontrados. 

En cuanto al contenido total de azúcares, se observa que el componente 
mayoritario en todos los aguamieles es la sacarosa seguido de la glucosa y 
fructosa (ver tablas 6.13 y 6.14). 
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Existía ya un antecedente del contenido fructooligosacáridos (Martínez del 
campo, 1999) en donde se reportaba un contenido de éstos entre 8-17 g/L, pero 
lo que se encuentra en esta Investigación es que estos valores van de 2 a 10 g/L, 
pero cabe resaltar que se obtuvo una muestra bastante especial que presentó una 
concentración de 21 g/L; dejando de lado esta muestra, la principal razón por la 
que se encuentra una diferencia entre lo reportado con anterioridad y lo que se 
obtuvo en este trabajo, es la metodología seguida en el tratamiento de la muestra, 
puesto que aquí se llevaron a cabo varias filtraciones, con lo cual se eliminan las 
microfibrillas que se pueden desprender de la planta cuando se le raspa para 
obtener el aguamiel. En conclusión, en la presente investigación se cuantificaron 
solo los azúcares solubles. 

Finalmente, considerando que el contenido total de FOS (ver grafica 6.4) 
totales osclla entre 2-10 g/L para la mayoría de ros aguamieles estudiados, sería 
necesario un consumo mínimo de 1.5 litros por día para tener el aporte necesario 
del prebiótico (el consumo diario que se sugiere para lograr la estimuración de las 
bífido-bacterias es de 15 g /día). O bien si se cuenta con un aguamiel tan rico en 
contenido de FOS, como el de la muestra de Hidalgo 'IV, se necesita beber poco 
más de 700 mL de aguamiel. 
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0.30490 0.78418 0.738CNi 0.4441& 1.01_167 

2.&7 3.84 _ 14.14 12.78 10.50 

TA: Total de azúcar~. obtenido de la suma de las conccnb-aciones de todos los componentes. 
·IF: Total de FOS, obtenklo al restarle a TA las concentraciones de sacar-osa, glucosa y fructosa. 

H•am de TF del TA: Porcentaje que representa el total de FOS del total de azúcares. 
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IA: Total de azúcares, obtenido de la suma de las conce~ciones de todos los componentes • 
.. TF: Total de FOS, obtenido al restarte a TA las concentraciones de sacarosa, glucosa y fructosa. 

•••% de TF del TA: Porcentaje que representa el total de FOS del total de azúcares. 
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7. CONCLUSIONES 

" Se estableció la metodología adecuada para trabajar las muestras de 
aguamieles y patrones empleados en el HPLC 

" Se seleccionó la mejor técnica para eliminar la proteína de las muestras de 
aguamiel, que es el eliminar ésta por ultrafiltración con membranas de corte 
de 30 kDa. La selección se llevó a cabo al comparar el contenido de 
proteína residual y ver si la técnica no afectaba el contenido de azúcares. 

'" Por medio del establecimiento de la metodología para identificar y 
cuantificar los FOS, se logró la caracterización de los azúcares en los 
aguamieles. 

" Los FOS que mayoritariamente se encontraron son 10, 7, 5, s·, 4', 3 y 3'. El 
largo de estas cadenas esta dado por la acción de las enzimas endógenas y 
exógenas que están en el aguamiel. Tales enzimas se tuvo el cuidado de 
lnactivarlas para que así el contenido de FOS reJX>rtados fuera lo más 
cercano posible al que tiene la muestra al momento de su cosecha. 

" Con los datos que se tienen se puede decir que el contenido y variedad de 
FOS está dado probablemente por el clima y tiJX> de suelo de donde 
provenga la muestra. Esto se ve muy claro en los aguamieles del estado de 
Hidalgo. 

" La concentración total de FOS en los aguamieles esta entre 2 y 10 g/L, 
aunque también pueden existir muestras que tengan hasta una 
concentración de 21 g/L. 

" Con las concentraciones encontradas de FOS totales, sería necesario el 
consumir un mínimo de 1.5 L/día si se consume una muestra que tenga una 
concentración de 10 g/L o solo 0.7 Lidia de una muestra con un contenido 
de 21 g/L, para tener un efecto benéfico en la salud del consumidor. 
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1. Cuant:lficaclón de prot:eina por la Técnica de Lowry. (Lowry y col., 
1951) 

Fundamento 
El método de Lowry reconoce los residuos de aminoácidos aromáticos. Se basa 

en la formación del complejo cobre-proteína que se forma al hacer reaccionar la 
muestra en una solución de cobre alcalina; posteriormente dicho complejo reduce 
el reactivo de Folin-Ciocalteu y como resultado aparece un característico color azul 
cuya absorbancia se mide a una ;¡,_ de 590 nm. 

Reactivos 
o [A] Na 2co, (J. T. Baker, Xalostoc, México) al 2°..b en NaOH 0.1 N. 
o [B] cuso. (J. T. Baker, Xalostoc, México) al 1 % en H 20. 
o [C] Tartrato de Na y K (J. T. Baker, Xalostoc, México) al 2% en HzO. 
o [D] Reactivo de Folin Cioealteu (Sigma Chemical Co., St. Louis MO. USA) 

1:1 en agua. 
o [E] Solución patrón de albúmina sérlca (Sigma Chemical Co., St. Louls 

MO. USA) 1 mg/mL. 

Técnica 
o Se mezclaron 50 volúmenes de [A] más 1 volumen de [B] más 1 de [C]. 
o Se tomaron 5 ml de esta solución y se les agregó 1 ml de muestra. 
o Se dejaron reposar 5 minutos en la oscuridad. 
o Se agregaron 0.5 mL de [D]. 
o Se dejó reposar 30 minutos en la oscuridad. 
o Se leyó absorbancla a ;¡,_ = 590 nm en espectrofotómetro (Shlmadzu uv-

160A), contra un blanco de reactivos y agua destilada. 
o La curva patrón se preparó a partir de una solución de 500 mg/mL de 

seroalbumlna, la cual se diluyó (a 100, 200, 300, 400 y 500 mg/ml) para 
cubrir un Intervalo de O a 500 mg/mL. 

2. Precipitación de prot:eínas con ácido t:ricloroacét:ico al 10ºJb 

Reactivos 
o Ácido tricloroacétlco (J. T. Baker, Xalostoc, México) al 10º..b en H 20. 

Técnica 
o Se diluyó el aguamiel 1:1 con agua destilada 
o A 1 ml de la dilución anterior se le agregó 1 ml de la solución de TCA al 

10 °/o, se agitó 
o Se centrifugó (Beckman J2-MI, U.S.A) a una velocidad de 5000 r.p.m. 

por 25 min a una temperatura de 4ºC. 
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3. Precipitación de pro~ínas con BaOH 0.3 M y Zn504 0.3 M 
Reactivos 
o Solución de BaOH 0.3 M (Sigma Chemical Co., St. Louis MO. USA). 
o Solución de ZnSO• 0.3 M (Sigma Chemical Co., St. Louis MO. USA). 
Técnica 
o En un tubo de ensaye se colocó 1 ml de muestra y 4 ml de agua 

destilada. 
o Se tomaron 2 ml del tubo anterior y se agregaron 1 ml de BaOH 0.3 M, 

se agitó y se agregó 1 mL de znso. 0.3 M, se agitó. 
o Se centrifugó a 10000 r.p.m. por 5 min y a una temperatura de 4°C, 

para separar el precipitado. 

4. Ult:rafiltración con membrana 

Material 
o Membranas de celulosa (Millipore, U.S.A.) tamaño de poro 0.22 µm. 
o Membranas de ultrafiltración (Pall, E.U.) corte de 30 kDa. 

Técnica 
o Primero se hizo pasar el aguamiel por la membrana de celulosa con 

tamaño de poro 0.22 µm, para quitar microfibras del agave. 
o Del filtrado anterior se tomaron 400 µL y se colocaron en una membrana 

de corte 30 kDa. 
o Se centrifugó a una velocidad de 5000 r.p.m. por 2S min a una 

temperatura de 4ºC. 
Terminado el centrifugado se midió el volumen que filtro la membrana, para saber 
si además de eliminar la proteína hubo concentración de la muestra. 
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